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本 文 报导 了 用 CM-Sephadex C-50 分 离 广 本 产 银 环 蛇毒 。 得 到 十 三 个 蛋白 
组 份 。 测 定 了 九 种 酶 首 这 些 组 份 中 的 分 布 、 五 个 主要 毒性 组 份 的 神经 肌肉 阻 断 
作用 和 小 鼠 的 LDs。。 小 鸡 颈 二 腹 肌 神经 肌肉 蛆 断 作用 试验 表明 组 分 3 及 组 分 
6 显示 突 摇 后 腊 蛆 断 作用 ， 组 份 8、 组 份 10 及 组 份 11 为 突 甬 前 腾 阻 崭 作 用 。 对 
主要 的 突 触 后 膜 毒素 组 份 3 进一步 用 兹 胺 过 滤 和 离子 交换 层 析 进行 纯化 ， 得 到 
聚 丙 煤 酰胺 凝 胶 电 泳 纯 一 的 0a- 银 环 蛇毒 瑟 。 


Chang 和 Lee[1) 用 淀粉 凝 胶 电泳 分 离 银 环 巡 毒 得 四 个 组 份 ， 一 个 突击 后 神经 肌肉 图 
断 成 份 《a-bungarotoxin) 、 二 个 突 触 前 神经 肌肉 阻 断 成 份 B-bungarotoxin 和 Y~bungaro~ 
toxin) 和 一 个 非 毒 性 组 份 ， 这 是 首次 得 到 了 这 两 种 不 同类 型 的 银 环 蛇 神 经 毒素 。 其 后 ， 
Lee 等 (33、Mebs 等 [3 和 Dryden 等 [41 用 分 离 效 果 更 好 的 离子 交换 杜 层 析 分 离 银 还 蛇 
毒 ， 得 到 8 一 13 个 组 份 ， 其 中 属于 o- 型 和 B- 型 毒素 的 组 份 都 有 好 几 个 。 由 于 a- 银 环 蛇 
毒素 和 有 ~- 银 环 蛇 毒素 有 其 独特 的 作用 ， 国内 许多 单位 对 它们 的 需要 日 益 人 迫切， 我们 开 
展 了 银 环 蛇毒 的 柱 层 析 分 离 及 其 组 份 的 研究 。 本 文 着 重 报道 银 环 蛇毒 的 柱 晨 析 分 离 、 主 
要 分 离 组 份 的 活性 调 定 和 o- 银 环 兹 毒素 的 纯化 ， 而 B- 银 环 兹 毒素 的 纯化 及 其 一 些 性 质 
的 测定 将 在 以 后 另 文 报道 。 


材料 和 方法 


1 . 银 环 蛇毒 ”由 广州 医学 院 药理 教研 室 采集 ， 取 自 广 东 省 汕头 地 区 养 蛇 场 的 鲜 毒 


经 真空 干燥 制 成 干粉 。 
2.CM-Sephadex C-50, Sephadex G-10, Sephadex G-50füSephadex G~75 均 为 


瑞典 Pharmacia 厂 的 产品 。 





3G BEARES 。 “400mg 银 环 蛇毒 深 于 1mi pH5.0, 0.0544, MERIR 
冲 液 中 ， 加 入 用 同一 缓冲 液 平 衡 的 CM-Sehadex C-508: (1.5 x 42cm) rp, JH?E 2E Th HR 
洗涤 后 ， 再 用 三 个 直线 盐 浓 度 梯度 进行 洗 脱 ，《 1) 400ml pH5.0, 0.05A£ KE TR ERIR H 
ik—400ml pH6.8, 0.5MM RIM, (2) 300m! pl6.8, 0.514 ERR HRR thii — 
300ml pH7.0, 0.7 FEBRE ER AR TPHR, (3) 300ml pH7.0, 0.7 M EREI E —300m | 
pH7.0, 1M MEE RTPHE. REU, 每 管 收 集 6 ml，20 分 钟 收集 一 管 。 洗 脱 
液 中 的 蛋白 组 份 检测 是 采用 测定 深 液 的 280nm 光 吸收 。 

iR EGRddeCM-Sephadex C-50 重 层 析 BERII RHE A prr ELIT AR Pp E 
行 。 

5. 酶 活力 测定 ” 按 涂 光 侍 等 C5) 发 表 的 方法 进行 。 

6.1]: 25 38 AELA £8 DC P e Bp RAE £i GinsborgftiWarrinerC 635] Jj 法 进行 。 
出 过 7 一 14 天 的 小 鸡 前 开 颈 部 皮肤 ， 剥离 一 仙 颈 二 腹 肌 , 使 神经 部 分 长 度 剥 次 出 1 cm 左 
右 。 前 下 此 神经 肌肉 标本 混在 Krebs-Henscleit 溶 液 中 ， 通 以 氧气 并 维持 32>2C。 用 波 宽 为 
0.5ms 的 超 强 方 波 刺激 神经 , 每 5 秒 钟 刺激 一 次 。 肌肉 收缩 用 等 张 杠杆 措 记 于 烟 鼓 上 。 用 
浓度 为 4 ug/ml 的 省 化 乙酰 胆 奏 引起 的 肌肉 收缩 ， 待 枉 杆 上升 到 最 高 点 时 HH K rebs- 
Henseleit 溶 液 洗 去 乙酸 胆 玲 ， 使 肌肉 恢复 正常 。 用 分 离 纯化 的 组 分 作用 于 标本 时 ， 毒 素 
浓度 为 2ug/ml， 待 完全 阻 断 后 再 加 乙酰 思 奏 ， 观察 肌 内 是否 能 再 现 收缩 。 以 此 鉴别 有- 
型 毒素 与 C- 型 毒素 。 

ZLD; KEA, wa RO E ERE BUO 所 介绍 的 改 进 的 Karber 法 进行 
测定 。 每 个 样品 采用 4 一 5 个 剂量 组 ， 每 组 用 18 一 20gE 的 小 也 10 只 ， 崔 雄 均 可 。 根 据 24 
小 时 的 死亡 率 进行 计算 LDsu。 

BAXGNDMEEEDXDER EURO —— ROBSXDY NC EORR, 凝 胶 板 大 小 为 12x 8x0.2 
cm, 浓缩 胺 浓度 为 4 %, PH4.3， 分 离 胶 浓度 为 10% 或 15%，pH65,.7， 这 二 种 胶 的 交 联 度 
均 为 ?2.6% 。 电 极 缓冲 液 为 PHd4.5， B- 丙 氨 酸 一 栈 酸 缓冲 液 。 电 泳 时 电流 恒定 为 15m4， 
电泳 3 小 时 。 电泳 后 用 50% 三 氧 栈 酿 固定 区 带 后 用 考 马 斯 亮 兰 Rs 染色 。 


结 “ 环 


1 . 银 环 蛇 性 用 CM-Sephadex C-50 柱 层 析 分 离 后 ， 所 得 的 层 析 图 谱 如 图 1。 

分 离 得 到 13 个 组 份 ， 其 中 组 份 1 为 不 吸附 峰 ， 毒 性 很 你。 各 组 份 的 蛋 ED 回收 率 
《 按 280nm 的 OD 数 计算 ) 达到 85% 以 .上 。 各 组 份 合并 后 直接 冻 干 ,得 到 含 盐 的 干粉 。 

2. 对 13 个 组 分 进行 了 九 种 酶 的 活力 测定 ， 寻找 各 酶 的 主要 分 布 区 域 ， 测 定 结果 如 表 
1 所 示 ; 

3, 对 13 个 组 份 中 含量 较 高 的 毒性 组 份 3、6 、3、 10 及 11 五 个 组 份 进一步 纯化 。 先 
Fi ext i e t PUE, xc in Hr ird EO TEE RET IPRUK 中 ， a 434 6^r 别 用 
Sephadex G-50f4E (1.6 x 120cm) 进行 分 离 ， 组 份 9 10, 11 分 别 用 Sephadex G-754E 
(1.6 x 120cm) 进行 分 离 ， 洗 脱 液 均 用 pH5.0， OSMER ERAR, AAR ANE 


如 图 2 P 
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图 1 iea 6SCM-Sephadex C-504z E 45 2- B Bi i 
Sip XRi400mg, CM-Sehpadex C-50fE(1.5 x 42cm} /HpH5.0, 0.01 MER EE PREPPCE S, RE 
UEM. Smp 3 1T, REGI 


x 1 银 环 蛇毒 分 离 组 分 中 九 种 酶 活性 的 分 布 
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组 份 3 、10 和 11 凝 胶 过 滤 层 析 的 主峰 合并 后 冻 于 ， 经 用 Sephadex G-10 柱 (2.0x95 
cm) 脱盐 ， 溶 液 再 洪 干 后 分 别 深 于 pH5.0, 0.05MBÉRREESETRÓN, B 用 CM-Sephadex 
C-50 柱 (1.5x40cm) 分 别 重 层 析 ， 梯 度 洗 脱 ， 层 析 图 谱 如 图 3 所 示 。 

重 层 析 后 合并 其 主要 组 份 , 经 洪 于 和 用 Sephadex G-10 柱 层 析 脱盐 后 , 最 后 再 冻 干 成 
于 粉 。 我 们 把 经 过 以 上 这 样 提 纯 的 组 分 称 为 提纯 的 组 份 3、 提 纯 的 组 份 10 和 提纯 的 组 份 11。 

4, 用 小 鸡 颈 二 腹 肌 标本 测定 组 分 3 、6 、9 、10、11 这 五 个 组 份 的 神经 肌肉 阻 断 作 
用 ， 实 验 结果 表明 组 份 3 和 组 份 6 完全 阻 断 神经 传导 后 ， 加 入 乙酰 胆 雁 未 见 引起 肌肉 收 
缩 ， 这 表明 它们 是 突 触 后 阻 断 作 用 的 o -型 毒素 。 组 份 9 、10 和 11 在 完全 阻 断 神经 传导 
后 ， 如 入 乙酰 胆 奏 都 引起 肌肉 收编 ， 这 表明 它们 是 突 触 前 阻 断 作用 的 B -型 毒素 。 图 4 
为 提纯 的 组 份 3 、6 、9 、10 和 11 的 小 鸡 到 二 腹 肌 神经 肌肉 阻 断 作用 描记 图 。 
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AK 3r yi d 09 4 inda I CM-Sephadex C-504£ E 4? xx J£ rc B 
CM-Sephadex 忆 -50 柱 大 小 为 1,5 x4ücm, MURELNE TRE BUE ENG, ohm R, Sami 
AH B3iESephadex G-50X IR 33 28 E PO E eT M 150 mg 
B: Aplr Sephadex G-T23& Be xE 9E Jc 6 3 Tr 17 mg 
C. fili Sephadex G-T5 Bead 28 J6 W E e T H o0mg 


图 3 


这 五 个 纯化 组 份 的 毒性 大 小 和 神经 肌肉 给 断 的 情况 ， 概 要 地 用 表 2 说 明 。 

5. 提 纯 的 组 份 3 经 上 述 九 种 酶 活性 测定 ， 都 未 测 到 明显 的 酶 活性 ， 用 育 丙 烯 酰胺 北 
鹏 电泳 鉴定 纯度 ， 明 示 单一 的 区 带 ， 说 明 提纯 的 组 份 3 达到 了 电泳 绝 。 免 疫 扩 散 试 验 ， 
组 份 3 也 只 出 现 单一 的 抗原 抗体 复合 物 沉 演 线 。 图 5 为 提纯 的 组 份 3 的 聚 丙 燃 本 膀 电 
泳 照片 ， 图 6 为 提纯 的 组 份 3 的 免疫 投 散 的 照片 。 
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#2 提纯 的 组 份 3、6、9、 iliis 
! MID | AAA ARRETA |! RABK 

组 Ë | (REER ZARA pa) y KN 
! (ug/g) | OE: 2ng/mD 

md s nie | 10 | 不 引起 收编 | a 

3 d 6 0.48 0.09 | 24 | 不 引起 收编 | a 

i do 140450.10 — 22 引起 收缩 P 

id d$ 10 | 0.094 t 0.002 83 | 引起 收缩 | B 


组 i | 0.00734 0.0002 | 28 3L ia Uc B 


# A3, IURI ERE HE DECR RET REA E EPIIT, EUMD EUNTES 而 未 站 过 离子 
RER HRH, 


根据 以 上 各 种 实验 结果 ， 不 难看 出 ， 我 们 提纯 的 组 份 3 就 是 Lee 等 人 527, Mebs 等 
人 人 533 和 Ciark 等 人 (8 所 提纯 的 xc-~ 银 环 蛇毒 素 《ce-bungarotoxiny 。 

很 环 蛇毒 中 主要 的 -型 毒素 一 组 份 10 和 11， 虽 经 我 们 用 二 次 离子 交换 层 析 和 效 胶 过 
瀑 提 纯 ， 但 在 聚 丙烯酸 胺 凝 胶 电泳 时 为 二 条 和 二 条 以 上 区 带 ， 对 这 个 纯化 组 份 的 组 成 、 
缚 度 和 活性 有 待 进一步 研究 。 


讨 论 


报 环 蛇毒 的 组 份 十 分 复杂 ， 据 Altman 和 Dittmer 3 的 资料 记载 ， 含有 18 种 政和 多 种 
突击 前 和 突 触 后 神经 毒素 ,是 一 种 重要 的 动物 资源 。 从 中 提纯 的 x- 银 环 蛇毒 素 和 有 - 银 环 
蛇毒 素 在 神经 生理 学 、 生 物化 学 和 药物 学 〈 包 括 抗 蛇毒 血清 ) 的 研究 上 都 非常 重要 的 用 
xk 0, 特别 是 x- 银 环 兹 毒素 与 烟 奏 样 乙酰 胆 锥 受 体 的 结合 特别 紧密 ， 已 经 成 为 乙酸 明 奏 
受 体 研 究 的 不 可 缺少 的 重要 工具 511)。 由 于 银 环 蛇 的 排毒 量 很 小 ， 根据 广西 医学 院 的 资 
料 G23 每 条 银 蛇 一 次 排毒 量 平均 为 4.56mg， 而 实际 从 养 蛇 场 取 毒 往往 还 取 不 到 此 数量 。 因 
此 银 环 蛇毒 的 来 源 比 较 困 难 ， 蛇 毒 价 格 也 较 高 ， 提纯 的 5- 银 环 蛇 毒素 和 B- 银 环 蛇毒 素 
在 国际 市 场 上 更 是 昂贵 。 银 环 蛇 除 在 缅 各 和 印度 支那 有 所 布 分 外 ， 主要 生产 在 我 国 的 南 
方 诸 省 《包括 台湾 省 ) 。 积 极 开发 和 利用 银 环 蛇 这 一 动物 资源 ， ER 38 8p E] d RE RR 
白花 蛇 供 药 用 外 ， 更 应 组 织 对 其 蛇毒 的 研究 和 利用 ， 生 产 “- 银 环 蛇毒 素 和 有- 银 环 蛇毒 
素 之 类 重要 产品 供应 国内 外 需要 ， 便 可 充分 利用 资源 ， 创 造 财富 。 本 文 报导 的 内 容 为 此 
提供 了 依据 和 方法 。 

我 们 采用 的 CM-Sephadex C-50 柱 层 折 分 离 银 环 蛇毒 的 条 件 与 Lee、Mebs，、 Drydern 
等 [2 一 4 有 所 不 同 ， 在 低 盐 浓度 洗 脱 部 份 的 分 离 效 果 比 他 们 的 好 些 ， 即 x- 型 毒素 所 在 部 
份 分 出 的 峰 数 较 多 些 。 我 们 的 分 离 图 谱 中 必 - 银 环 蛇毒 素 〈 即 组 份 3 ) 和 主要 的 有 -毒素 
( 即 组 份 10、11 和 9 ) 的 洗 脱 位 置 和 峰 形 都 很 接近 国外 诸 家 的 图 形 。 

Ginsborg 和 Warriner[6] 建 立 的 用 小 鸡 颈 二 腹 朋 神经 肌肉 标本 进行 的 神 £5 LPS ERST 
试验 ， 是 鉴别 神经 毒素 及 其 作用 部 位 的 重要 方法 ， 且 比较 灵敏 。 我 们 用 此 方法 测定 分 离 





m. a 9 * W X 23 


组 份 的 阻 断 特性 ， 其 结果 与 Lee 等 人 的 报导 很 接近 。 虽 然 我 们 用 经 典 的 等 张 横 杆 描记 于 
烟 鼓 ， 在 许多 次 实验 中 终于 获得 较 好 的 图 形 。a- 型 毒素 是 由 于 它 与 突 触 后 膜 乙酰 胆 奏 受 
体 的 紧密 结合 ， 阻 止 了 受 体 与 乙 屏 胆 雁 的 结合 ， 从 而 造成 了 一 种 抗 去 极 化 型 神经 肌肉 阻 
断 作用 ， 这 种 c- 型 毒素 并 不 影响 乙酰 胆 奏 的 合成 与 释放 。 因 此 ， 在 -型 毒素 产生 的 神经 
肌肉 理 断 后 ， 外 加 乙酰 胆 礁 也 不 能 引起 肌肉 收缩 。B- 型 毒素 却 不 与 突 触 后 膜 乙 栈 胆 奏 受 
体 结 含 ， 而 是 抑制 突 触 前 的 乙酰 胆 奏 的 合成 与 释放 ， 丫 成 乙酰 胆 玲 的 耗 竟 ， 从 而 阻 断 神 
经 传导 。 此 时 ， 车 加 入 外 源 性 乙酸 胆 奏 即 可 引起 肌肉 收缩 。 我 们 从 小 鸡 颈 二 腹 肌 阻 断 斌 
验 中 可 以 清楚 地 区 分 这 二 种 类 型 的 毒素 。 

对 13 个 分 离 组 份 的 酶 活力 分 布 测定 ， 其 结果 与 Lee 等 人 23 的 结果 一 致 。 值 得 注意 的 
是 磷 栈 酶 的 分 布 ， 从 我 们 的 实验 看 出 银 环 蛇毒 的 砚 栈 酶 A 分 布 在 4- 型 毒素 所 在 的 位 
置 ， 集 中 在 0- 银 环 蛇毒 素 所 在 的 组 份 3 上 ， 此 酶 活性 可 在 凝 胶 过 滤 和 CM-Sephadex C 
-50 重 层 析 中 完全 除去 ， 提 纯 的 组 份 3 (c- 银 环 蛇毒 素 ) 用 间接 溶血 法 测定 TARN 
的 活性 。B- 型 毒素 所 在 的 组 份 和 经 过 凝 胶 过 滤 和 CM-Sphadex C -50 重 居 析 提纯 的 组 份 
10 和 11， 我 们 均 未 测 到 明显 的 奋 栈 酶 A 的 活性 ， 此 结果 ij Leap ACTIO, Seng ACD, 
Renald 和 Howard (1977) 的 实验 结果 相 一 致 ， 但 Werchicke 等 人 [514、 Strong 等 人 [可 和 
Tobiast16] 等 人 却 报告 B- 银 环 蛇毒 素 具有 克 栈 酶 A 的 活性 。 究竟 真相 如 何 ， 尚 待 进一步 
研究 ， 我 们 准备 在 下 一 步 就 6- 银 环 蛇 得 索 的 毒性 与 磷 酯 酶 A 的 活性 等 方面 进行 研究 与 探 
讨 。 

用 本 文 报道 的 方法 提纯 的 a- 银 环 蛇毒 素 ， 其 毒性 和 神经 肌肉 阻 断 时 间 都 和 文献 报道 
的 数值 相近 ， 且 无 九 种 酶 的 活性 ， 来 丙烯 酰胺 凝 胶 电 沪 旦 现 单一 区 带 ， 说 明 我 们 提纯 的 
a- 银 环 蛇毒 素 已 达到 生理 、 生 化 和 药物 学 研究 要 求 的 纯度 标准 。 
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It is reported in this paper that the Bungarus multicinctus venom from 
Guangdong Province has been fractionated on CM-Sephadex C-50 into thirtcen 
fractions, Distribution of nine enzymes are determined in tlie thirteen fractions 
and neuromuscular blocking action and LD,, of mice (ip) are assayed in five 
main toxic fractions, Experiment on the neuromuscular blocking action of 
chick biventer cervicis muscle showed that fraction 3 and 6 exhibited the 
property of postsynaptic neurotoxin (a-type), fraction 9, 10 and 11 contained 
presynaptic neurotoxin (B-type), as judged from the acetylcholine response of 
the chick muscle after neuromuscular blockade, Further purification of the 
fraction 3 by gel filtration on Sephadex G-50 and rechromatography on CM- 
Sephadex C-50, purified a-bungarotoxin is obtaincd, It showed a single band 


on polyacrylamide gel electrophoresis at pH 4.5. 


